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Fgf ファミリーに属する因子が AER の機能を代替できることから、Fgf 遺伝子群の肢芽伸
長における重要性が証明されている。基部先端部に沿ったパターニングに関しても、AER
で発現する Fgf 遺伝子群が不可欠であることが明らかとなっている。AER が指の本数や指
骨数の決定に関与するという報告もある。しかしながら、ニワトリ後肢の第２指と第４指
は同程度の長さであるにも関わらず、指骨数はそれぞれ３つおよび５つであることを考慮
すると、AER の存在時間と指骨数の間に明確な相関関係があるわけではない。  
 ２つめのシグナルセンターは肢芽後方の間充織に存在する、極性化活性帯（zone 
of polarizing activity, ZPA）と呼ばれる領域である。この領域では Shh が発現し、肢芽の前
側に向かって SHH タンパク質が拡散していくことでモルフォゲンとしてはたらく。ZPA
は四肢骨格の前後軸に沿ったパターン形成に必須の役割を果たすことが証明されている。






よって指定されると言われている。このような Hox 遺伝子群の発現の組合せを Hox code



















る。第１指は Shh シグナルに依存せずに形成される。第２指および第３指は ZPA の外側で
指定を受け、より高濃度の SHH を受け取った細胞が第３指を形成する。第４指および第５
指は、ZPA の領域内で指定を受け、Shh を発現した細胞自身がこれら２本の指を形成する。
























































































候補転写因子を探し出すため Char syndrome と呼ばれるヒトの遺伝病に着目した。
なぜなら、この遺伝病の症状の１つに前肢の指骨格の短縮と消失があるからである。Char 
syndrome の原因遺伝子としては転写因子 AP-2β（Tfap2b）が特定されている。通常、AP-2β
は二量体を形成することで DNA に結合し、標的遺伝子の転写を促進する。Char syndrome
の患者の場合、単一の塩基置換によって二量体は形成されるが DNA 結合能を欠くような






は Shh シグナル非依存的に形成されるため、単に Shh シグナルの下流で AP-2β が発現して
いる可能性もある。また、Shh と AP-2β の初期発現領域が類似していることや Shh ノック
アウトマウスでは AP-2β の発現量が低下することも、これら２遺伝子間の相互作用を強く











AP-2β は自脚部骨格の正常発生に必須である  
まず AP-2β が直接的に四肢発生に関与するかを検証した。Char syndrome の原因
となる変異のうち A264D と R289C に着目し、これと同等な点突然変異を施した dominant 
negative 型 AP-2β を強制発現させる実験をニワトリ胚でおこなった。この実験では RCAS
レトロウイルスを用いて、 st.21 前後のニワトリ胚の後肢芽先端部 AER 直下に各 dominant 





AP-2β の発現時間の長さと指の長さの間には相関関係がある  








AP-2β の発現は AER からの Fgf シグナルによって維持される  
上の結果から、AP-2β を発現する時間が長いほど長い指が形成されると予想され
た。そこでまず、指の長さの制御に中心的な役割を果たす AER との関係を調査した。指形
成時期における AER の存在箇所と AP-2β の発現領域を比較したところ、AER が存在する
直下の間充織特異的に AP-2β の強い発現が見られた。また、AP-2β の発現領域では軟骨分
化マーカーAgc1 は発現していなかった。  
 AER の存在と AP-2β 発現の間の因果関係を明らかにするため、AER 切除をおこ
なった際の AP-2β の発現状態の変化を調べた。後肢芽の AER を切除すると、その後 AP-2β
の発現は完全に消失した。また、この発現消失は FGF8 や FGF4 でレスキューされた。こ
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れらの結果から、AER から分泌される FGF タンパク質が AP-2β の発現維持に必要である
ことがわかる。しかしながら、Fgf シグナルが直接 AP-2β の発現を維持しているかどうか
は、この結果だけからは示されない。Shh の発現を介して AP-2β の発現が維持されている
可能性も考えられる。そこで、AER 切除後に SHH タンパク質を作用させる実験をおこなっ
たが、AP-2β の発現は全くレスキューされなかった。逆に、AER を切除せずに Shh シグナ
ルを阻害する実験もおこなった。Shh シグナルの阻害剤 cyclopamine を投与し、AP-2β の発
現変化を調べると、わずかな発現の低下が見られた。したがって、AP-2β は主に AER から
の Fgf シグナルに応答して発現が維持されていることが示された。  
 また、Shh が AP-2β の発現の誘導に関与する可能性を検討した。AER を切除しな
い状態で肢芽の前側の AER 直下に（つまり異所的に）SHH タンパク質を作用させ、その
後 AP-2β の発現状態を調べた。すると、AP-2β の異所的な発現が見られた。FGF8 および
FGF4 を同様に肢芽前側 AER 直下に作用させた場合は、このような異所的発現は見られな
かった。一方、AER を切除した上で SHH を肢芽の前側に添加した場合は、AP-2β の異所的





AP-2β の過剰発現は指の過剰な伸長をもたらさない  
 AER からの FGF シグナルを受けて AP-2β の発現が維持されるという結果から、
AP-2β を強制的に発現させれば AER 消失後も指が伸長し続けると推測した。そこで、AP-2β
を RCAS レトロウイルスにより過剰発現させる実験をおこなった。しかしながら、形成さ





AP-2β と AP-2α は四肢発生において異なる機能を果たす  
 次に AP-2β が他の AP-2 ファミリーのメンバーとヘテロダイマーを形成すること





度・程度ともに AP-2β と AP-2α の同時強制発現よりも小さいものであった。AP-2β 単独の






Char syndrome と AP-2β の関係  




negative 型 AP-2β を用いてニワトリ胚での解析をおこなった。その結果、自脚部骨格の短
縮や消失などの Char syndromeで見られる症状と類似した表現型が得られた。したがって、
Char syndrome の四肢形態異常は、他の組織・器官における AP-2β の機能不全を介した二次
的な影響によるものではなく、AP-2β が直接的に四肢の形態形成に関与していることが考
えられる。また、AP-2 ファミリーのメンバーはダイマーを形成して機能すること、肢芽で
は AP-2α と AP-2β の他に AP-2γ も発現していること、そして domiant negative 型 AP-2β は
全ての AP-2 ファミリーのメンバーの機能を同時に阻害しうることを合わせて考えると、




四肢の骨格形成における AP-2β の機能  









 AER からの Fgf シグナルが AP-2β の発現を維持しており、また AER 消失のタイ
ミングに合わせて AP-2β の発現も低下することから、この“適切な”発現時間を規定する
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影響がより大きいものと予想される。通常発生時における AP-2α と AP-2β の両者の発現状
態を考慮すると、本来このヘテロダイマーが存在しない軛脚部領域では重篤な表現型がも
たらされるのではないかと考えられる。  







AP-2β の発現と AER および ZPA との関係  
 本研究により、AP-2β の発現が AER からの Fgf シグナルによって維持されている
ことが示されたが、同時に Shh も AP-2β の発現制御に関わることも明らかとなった。まず、
肢芽から AER を切除すると、AP-2β の発現消失に加え Shh の発現消失も見られた。また、
いずれの発現消失も FGF8 の添加によってレスキューされたが、SHH の添加では AP-2β の
発現はレスキューされなかった。この結果から、AP-2β の発現維持には Shh シグナルだけ
では不十分であることがわかる。Shh シグナルを遮断した場合に AP-2β の若干の発現低下
が見られたことや、Shh ノックアウトマウスでは AER にける Fgf4 や Fgf8 の発現が低下す
ることを考慮すると、Shh は ZPA-AER のポジティブフィードバックループを介して、間接
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的に AP-2β の発現を制御していると考えられる。指の形成時期では Shh の発現はかなり低
下しているため、この時期の AP-2β の発現は AER からの Fgf シグナルに大きく依存してい
ると予想される。  
一方、AER を切除せずに SHH を肢芽の前側に作用させると異所的な AP-2β の発
現が生じたことは、Shh が AP-2β の発現誘導に関与することを示唆している。このような
実験操作をおこなうと、Fgf8 の発現が前方へと拡大し、本来 AER の後ろ側でのみ発現す
る Fgf4 が前側でも発現するようになるが、FGF8 および FGF4 を肢芽の前側の AER 直下に
作用させた場合には AP-2β の異所的発現は誘導されなかった。したがって、AP-2β の発現
誘導には Shh シグナルそのものが必要である考えられる。また、AER を切除した上で SHH





























































中国の Beijing Genomics Institute (BGI) -Shenzhen の Guojie Zhang らの研究チームにより新
たに 47 種の鳥類ゲノムが解読された。これによりほぼ全ての鳥類内の“目（order）”が網
羅され、鳥類内での比較ゲノム解析を高い信頼性をもって進めることが可能となった。  

















に保存されている配列（highly conserved element, HCE）を特定した。HCE は主に、遺伝子
間領域、イントロン、コーディング領域に存在していることが判明した。この中から他の
脊椎動物にも保存されているものを排除するために、他の脊椎動物９種とも比較し、鳥類
特異的 HCE（avian specific HCE, AS-HCE）を特定した。AS-HCE のほぼ全ては、ゲノム上
の遺伝子間領域かイントロンに存在しており、コーディング領域に存在するものはほとん
どなかった。したがって、AS-HCE はエンハンサーとしての機能をもつ可能性が考えられ










していない。AS-HCE の直近遺伝子の中でも、特に AS-HCE の鳥類間での保存度が高く、










初期段階から指の形成期にかけての４段階を対象とし whole-mount in situ hybridization を
実施した。最終的に、鳥類特異的発現を示す遺伝子として、Inadl、Sim1、Dpyd、Map3k7、
Pax9 および Boc の６つが特定された。  





の四肢では、対応する領域で Sim1 の発現は見られなかった。この Sim1 の発現が特に興味
深いものであったため、 section in situ hybridization を用いて、羽芽のマーカー遺伝子の発
現との比較をおこなった。その結果、Sim1 は風切り羽の羽芽の腹側間充織に発現している
ことが明らかとなった。また、第１指の腹側の領域にも Sim1 の発現が見られた。羽芽は一















AS-HCE のスクリーニングの評価  
















から鳥類特異的な形態との関連が予想された Pax9 と Sim1 についての考察を述べる。  
Pax9 に対応する AS-HCE は Pax9 遺伝子座のイントロン内に存在しており、その
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 Sim1 に対応する AS-HCE は Sim1 遺伝子座のイントロン内に存在しており、その
長さは 283bp である。他の動物種にも orthologous な配列が存在する。 Sim1 は basic 



























 第２章では AP-2β という転写因子に注目し、指形態の多様化機構に迫った。AP-2β
の発現パターンには明確な種間差があり、発現時間の長さと指の長さの間の相関関係が見
られた。この結果は、AP-2β の発現変化をもたらす調節機構の違いが種間差や形態差を生
み出すことを示唆している。AP-2β は数ある遺伝子の一例であり、実際には複数の遺伝子
が調節機構の違いの影響を受けて種によって異なる発現を示しており、それらの結果の総
和が指形態の種間差に寄与しているのだろう。  
 このような調節機構の違いをゲノム配列の中に求めたのが第３章の研究である。
鳥類という一集団に注目し、鳥類特有の形態の創出要因が鳥類間でのみ高度に保存されて
いるシス配列にあるという仮説を立て、これを検証した。その結果、鳥類特異的なシス配
列の制御のもとで鳥類特異的な発現を示す遺伝子を複数特定できた。さらなる解析の余地
は残されているものの、シス配列の保存性と形態の保存性を結ぶ１つの例が示されたこと
になる。逆に考えると、シス配列の多様化が形態の多様化をもたらすということになり、
この考察は“序論”で言及した内容と良く合致する。  
 ここでさらに必要となるのが第１章や第２章の視点である。上で“解析の余地が
残されている”と述べたが、その１つが各形態の発生過程と個々の遺伝子が果たす機能に
関してである。第２章では、形態多様化を評価するためには、その基礎となる分子メカニ
ズムを理解することが重要であると、改めて示された。こうすることにより初めて、“ゲノ
ム配列”と“発生過程における遺伝子の機能”と“形態”が包括的に理解されるだろう。  
 本研究では、形態多様化のメカニズムを理解するために、四肢に見られる形態を
対象として解析をおこなった。しかしながら、上で議論したような本研究が提示する結論
は、決して四肢形態に限定されるものではない。他の器官に見られる形態の種間差にも同
様なことが当てはまるだろうし、さらには種間ではなく種内での差にも適用されるはずで
ある。本研究により、形態多様化の基本原理が具体的にどのように機能するかの一例が示
されたと結論付けて良いだろう。  
 
